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С помощью методов инфракрасной спектроскопии и электрофоретического анализа ис-
следованы комплексы цис- и транс-изомеров дихлородиамминплатины(II) (ДДП) с бычьим
сывороточным альбумином (БСА). Показано, что в условиях избытка ДДП в растворе при
концентрациях БСА, близких к физиологической, наблюдается образование межмолекуляр-
ных белковых комплексов. Анализ инфракрасных спектров позволяет сделать вывод, что
при связывании БСА с ДДП происходит изменение вторичной структуры белка: количе-
ство α-спиральных участков уменьшается с 65 до 55% в комплексах цис-ДДП/БСА и до
48% в случае транс-ДДП, количество β-структур увеличивается с 15–20 до 20–30% для ком-
плексов БСА с цис-ДДП и до 35–40% для транс-ДДП/БСА. Основываясь на полученных
данных, можно предположить, что связывание с ДДП способствует изменению вторичной
структуры БСА, стимулирующему димеризацию белка в растворе. Библиогр. 47 назв. Ил. 3.
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Complexes of cis- and trans-isomers of diamminedichloroplatinum(II) (DDP) with bovine serum
albumin (BSA) were studied using electrophoretic analysis and FTIR spectroscopy. We have
demonstrated that intermolecular protein complexes were formed in solutions containing excessive
amount of platinum and BSA in concentrations close to the physiological one. Analysis of the IR
spectra revealed that the interaction of BSA with DDP is accompanied by decreasing α-helical
content of the BSA from 65 to 55% in the complexes with cis-DDP and to 48% in the case of
trans-DDP; while the amount of β-structures in the protein increases from 15–20 to 20–30% in
the complexes with cis-DDP and to 35–40% in the complexes with trans-DDP. Based on the
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data obtained we suggest, that the binding of DDP induces the changes in the protein secondary
structure, which stimulates dimerization of the BSA in solution. Refs 47. Figs 3. Tables 1.
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Введение. Сегодня в медицинской практике применяется ряд противоопухолевых
препаратов, созданных на основе координационных соединений платины(II). Среди них
наиболее известным и распространённым является цисплатин (цис-дихлородиаммин-
платина(II), цис-ДДП). Связываясь с ядерной ДНК, соединения платины(II) образуют
на ДНК различные структурные аддукты и индуцируют апоптоз опухолевой клетки
[1–5]. Биологическая активность платиновых соединений также зависит и от их спо-
собности вступать в реакцию с другими компонентами клетки, в том числе с белками
[6, 7], которые в настоящее время рассматриваются в качестве потенциальных мише-
ней для цисплатина и других цитостатических препаратов [8]. Цисплатин, как и мно-
гие другие платиновые цитостатики, попадает в организм через кровь и в течение дня
практически весь препарат связывается с белками плазмы крови [9]. Более полови-
ны всех белков плазмы крови составляют сывороточные альбумины [10]. Эти белки
связывают различные физиологические лиганды, в том числе ионы металлов, амино-
кислоты, лекарственные препараты [11]. Взаимодействуя с цисплатином, альбумины
существенно влияют на метаболизм и эффективность препарата [11]. Согласно литера-
турным данным, сывороточные альбумины имеют несколько сайтов связывания с пре-
паратами платины [11–16]. С некоторыми сайтами наблюдается относительно слабое
связывание. При этом формируются аддукты, которые легко диссоциируют в раство-
ре. В других местах образуются настолько сильные связи, что дальнейшее высвобож-
дение лекарственного препарата из молекулы альбумина становится невозможным без
деградации самого белка. Кроме того, показано, что взаимодействие сывороточного
альбумина с ДДП приводит к значительным изменениям вторичной структуры бел-
ка. Однако молекулярные механизмы этого процесса до сих пор активно обсуждаются
[11, 13, 16].
Бычий сывороточный альбумин (БСА) широко используется в экспериментах in
vitro и является самым дешевым структурным аналогом для других альбуминов, вклю-
чая сывороточный альбумин человека [17, 18]. Ранее несколькими авторами было пока-
зано, что сывороточные альбумины способны образовывать в растворе димеры и более
крупные олигомеры [14, 19–23], однако влияние димерных форм БСА на функциониро-
вание белка остается мало изученным. В нашей работе мы исследовали димеризацию
БСА в присутствии цис- и транс-изомеров ДДП с помощью методов инфракрасной
спектроскопии и электрофоретического анализа.
Материалы и методы.
Подготовка препаратов. Использовали бычий сывороточный альбумин фирмы
«Реахим» (Россия). Растворы белка перед использованием центрифугировали при
10 000g в течение 10 мин. Качество и чистоту белка анализировали электрофорети-
чески как было описано ранее [24]. Концентрацию белка в растворе определяли спек-
трофотометрически [25]. Мономерную фракцию БСА получали методом хроматогра-
фии исключённого объёма с использованием хроматографической системы Akta Start
(General Electric, USA), оснащённой колонкой HiPrep 16/60 Sephacryl S-200 HR (Gen-
eral Electric, USA) и системой УФ-детекции на 280 нм. Скорость потока и давление
в системе поддерживали на уровне 0,5 мл/мин и 0,15 МПа соответственно. На колонку
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наносили 5 мл образца (концентрация БСА 5 мг/мл) в растворе 50мМ ацетатного бу-
фера (рН = 4,0). Данные обрабатывали с использованием программного обеспечения
UniHorn, которое поставляется вместе с хроматографической системой. Собранные бел-
ковые фракции анализировали в полиакриламидном геле (ПААГ). Стабильность моно-
меров БСА в растворе проверяли с помощью анализа в ПААГ и методом динамического
рассеяния света (Photocor-Complex, Россия).
Все водные растворы приготовлены с использованием ультрачистой воды (Direct-Q
System, Millipore, США). Образцы для ИК-спектроскопии были подвергнуты изотоп-
ному замещению с использованием тяжелой воды (99,9% D2O, Sigma, США), как было
описано ранее [26–28].
В работе использовали цис- и транс-изомеры дихлородиамминплатины(II) (ДДП)
производства фирмы Alfa-Aesar (США). Концентрированные исходные растворы ДДП
содержали 100мМ NaCl и хранились в темноте при комнатной температуре. Концен-
трацию ДДП в растворах определяли спектрофотометрически [29, 30]. Комплексы
БСА/ДДП готовили путём непосредственного смешивания соответствующих количеств
растворов БСА и ДДП, с последующей инкубацией при +37°С в течение 48 ч. Полу-
ченные растворы содержали ДДП и белок в молярных соотношениях [Pt]/[БСА] (r) от
1 : 1 до 150 : 1. Конечная концентрация белка в растворах не превышала 0,4 г/л.
Электрофоретический анализ. Полученные комплексы анализировали в систе-
ме денатурирующего и нативного гель-электрофореза [24, 31]. Гели окрашивали при
помощи Coomassie Brilliant Blue R-250 по стандартной методике и визуализировали
при помощи системы «Gel-Imager» («Хеликон», Россия).
Инфракрасная спектроскопия. Инфракрасные спектры регистрировали на ИК-
фурье-спектрометрах Nicolet 8700 (Thermo Scientiﬁc, США) и Tensor-27 (Bruker, Герма-
ния), оснащённых MCT-детекторами. Измерения проводили в разборной кювете с ок-
нами из CaF2. Спектры регистрировали двумя последовательными сериями по 300 на-
коплений с разрешением 2 см−1 в диапазоне 4000–900 см−1. Обработку спектров прово-
дили с использованием программного обеспечения OMNIC (Thermo Scientiﬁc) и Opus
(Bruker), которые поставляются с приборами. Коррекция базовой линии, сглаживание
и разложение спектральных полос были выполнены с использованием программного
обеспечения Origin 9.0 [22, 23].
Результаты и обсуждение. Качественный анализ комплексов ДДП/БСА прово-
дили с помощью электрофоретического разделения в полиакриламидном геле. Этот
метод позволяет оценить чистоту и целостность белка, в том числе количество и от-
носительное соотношение белковых фракций, содержащихся в пробе. Известно, что
в водном растворе БСА находится в виде мономеров, димеров и более крупных оли-
гомерных фракций, которые отчётливо видны при электрофоретическом разделении.
На рис. 1, а хорошо различимы перечисленные фракции БСА (дорожка 1). Возмож-
ные механизмы образования димеров/олигомеров в растворах БСА в последнее время
активно обсуждаются в литературе [19, 20, 22, 32–34].
Для того чтобы получить очищенные мономерные фракции БСА мы провели до-
полнительную очистку белка с использованием гель-фильтрационной хроматографии.
Образцы белка анализировали электрофоретически в денатурирующих и в нативных
условиях, а также методом динамического рассеяния света (данные не представлены).
Оба метода показали стабильное отсутствие димеров в образцах.
Чтобы уменьшить концентрационные эффекты, которые ранее были опи-
саны для растворов человеческого сывороточного альбумина при физиологических
концентрациях [21, 35, 36], комплексы ДДП с мономерами БСА готовили в концен-
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Рис. 1. Электрофореграмма БСА до и после очистки белка (а). Дорожки: 1 — БСА
исходный; 2 — мономеры; 3 — маркер Precision Plus (Bio-Rad, USA);
Электрофореграмма комплексов мономеров БСА с цис-ДДП и транс-ДДП
в денатурирующих условиях в зависимости от молярного соотношения [Pt]/[БСА] (б ): r = 10
(дорожка 1 — цис-ДДП/БСА, 5 — транс-ДДП/БСА); r = 50 (дорожка 2 — цис-ДДП/БСА,
6 — транс-ДДП/БСА); r = 100 (дорожка 3 — цис-ДДП/БСА, 7 — транс-ДДП/БСА);
r = 150 (дорожка 4 — цис-ДДП/БСА, 8 — транс-ДДП/БСА). На дорожке 9 представлены
мономеры БСА после инкубации при 37°С. На дорожке 10 БСА после хранения при 4°С
в течение времени, необходимого для образования комплекса ДДП/БСА. MW — маркер
молекулярного веса — Precision Plus Protein Unstained (Bio-Rad, USA).
Концентрация БСА в комплексах составляла 0,2 мг/мл
трации БСА не выше 0,4 г/л, как уже упоминалось. Для увеличения вероятности ком-
плексообразования ДДП/БСА в этих условиях мы использовали избыток ДДП (r от
1 : 1 до 150 : 1). Чтобы проверить влияние процедуры подготовки образца на ста-
бильность белка, готовили два контрольных образца нативного БСА, один из которых
хранили при +4°С, в то время как другой инкубировали при +37°С вместе с остальны-
ми пробами. Результаты разделения комплексов в ПААГ в денатурирующих условиях,
показаны на рис. 1, б. Дорожки 1 и 5, содержащие комплексы с r = 10 для цис-
и транс-ДДП соответственно, демонстрируют присутствие в пробах димеров и более
крупных олигомеров. Количество димеров, обнаруженных в 1 и 5 образцах, сопостави-
мо с контрольным образцом, инкубированным при +37°С (дорожка 9 ), что указывает
на небольшое взаимодействие молекул белка друг с другом при повышенных темпера-
турах.
Увеличение концентрации ДДП в комплексе цис-ДДП/БСА приводит к постепен-
ному росту количества димеров (полосы 2–4 ). Более четко это проявляется в слу-
чае транс-ДДП/БСА (дорожки 6–8 ). Наблюдаемый процесс димеризации БСА мож-
но объяснить возникновением межмолекулярных сшивок в молекулах белка, содержа-
щих аддукты ДДП. Поскольку основными мишенями для координационных соедине-
ний платины в белках являются атомы серы метионина и цистеина [6, 12, 13], вероятнее
всего, димеризация БСА проходит за счёт цистеина в 34 положении и/или за счёт одно-
го из четырех остатков метионина. Тем не менее стоит отметить, что при более высоких
концентрациях транс-ДДП на электрофореграмме появляется новая узкая полоса ни-
же мономерной фракции (дорожки 7 и 8 ). Поскольку никаких признаков деградации
белка нами не выявлено ни в контрольных пробах, ни в комплексах цис-ДДП/БСА,
мы полагаем, что это может быть признаком появления внутримолекулярных сшивок,
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в результате чего происходит частичная компактизация молекулы БСА. Геометрия
транс- изомера ДДП позволяет предположить, что такой тип сшивок формируется
легче именно для транс-изомера. Тем не менее не ясно, вовлечены ли в эти взаимо-
действия другие остатки цистеинов, кроме Cys34, и/или боковые цепи гистидина, что
также возможно при высоких концентрациях ДДП [11–13, 15].
Электрофорез белков в денатурирующих условиях позволяет получить информа-
цию только о молекулярной массе определённых частиц в образце, исключая при этом
возможность анализа конформационных изменений молекул в нативном состоянии.
Кроме того, можно предположить, что количество димеров, обнаруженное при таком
разделении, будет значительно меньше, чем их фактическое число в растворе. Это
связано с тем, что процедура пробоподготовки для денатурирующего электрофореза
может привести к разрушению межмолекулярных белковых комплексов, за исключе-
нием самых стабильных ковалентно связанных. Чтобы проверить это предположение,
мы проанализировали комплексы в нативных условиях (рис. 2). В этой системе также,
как и в предыдущем случае, количество димеров, постепенно возрастает с увеличени-
ем r, а соответствующие им полосы остаются очень слабыми. Тем не менее в нативных
условиях мономерные фракции демонстрируют очень высокую неоднородность, что
возможно в результате конформационной гетерогенности белка и/или разного числа
молекул лекарственного препарата, связанного с БСА. Для дальнейшего исследования
структурной организации БСА в комплексах мы применили метод ИК-спектроскопии.
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Рис. 2. Электрофореграмма комплексов мономеров БСА
с цис-ДДП и транс-ДДП в нативных условиях в за-
висимости от молярного соотношения [Pt]/[БСА]:
r = 10 (дорожка 1 — цис-ДДП/БСА, 6 — транс-
ДДП/БСА); r = 100 (дорожка 2 — цис-ДДП/БСА,
7 — транс-ДДП/БСА); r = 150 (дорожка 3 — цис-
ДДП/БСА, 8 — транс-ДДП/БСА). На дорожке 4
представлены мономеры БСА после инкубации при
37°С в течение 48 ч. На дорожке 10 БСА, не очи-
щенный от олигомеров
Анализ вторичной структуры БСА в присутствии ДДП. Несмотря на
то, что взаимодействие цисплатина с альбуминами изучалось в течение многих лет
[11–14, 16], большинство этих исследований было сосредоточено на определении участ-
ков связывания лекарственного препарата, а также на изучении механизмов реакции
ДДП с белками. Мы применили ИК-спектроскопию для анализа влияния цис- и транс-
ДДП на межмолекулярные взаимодействия БСА в растворе.
Физико-химические свойства альбуминов в растворе в значительной степени за-
висят от эффектов макромолекулярного краудинга [35, 36]. В большинстве случаев
спектроскопические методы, такие как УФ круговой дихроизм, которые могут предо-
ставить информацию о вторичной структуре молекул, требуют относительно низкой
концентрации белка (как правило, 1 г/л и ниже) [37, 38]. Как следствие, применимость
этих методов весьма ограничена в исследованиях растворов сывороточных альбуминов
при физиологических концентрациях, составляющих порядка 40–60 г/л. Инфракрасная
спектроскопия, напротив, позволяет работать с высококонцентрированными раствора-
ми белков, что даёт возможность получить более полную информацию о структурных
особенностях белка [26, 39–41].
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Для исследования вторичной структуры БСА в комплексах с ДДП мы получили
ИК-спектры белка и его комплексов в растворах D2O с последующим анализом полосы
Амид I′. Амид I′ представляет собой композиционную полосу, описывающую главным
образом колебания C=O группы полипептидной цепи, чувствительные ко вторичной
структуре белка [42–46]. Для анализа колебаний, формирующих полосу Амида I′ мы
провели разложение спектральных полос (рис. 3) методом анализа второй производной,
как это было описано ранее [23]. Такое разложение позволило нам определить колеба-
ния, дающие вклад в полосу Амид I′, и соотнести их с конкретным типом вторичной
структуры белка. Результаты анализа приведены в таблице и показывают, что прибли-
зительно 65% полипептидной цепи БСА принимают α-спиральную конформацию и не
более 3–5% аминокислотных остатков принимают участие в формировании межмоле-
кулярных β-структур, что проявляется в спектральной полосе около 1620 см−1.
Основные характеристики колебаний полосы Амид I′ в D2O
на основании ранее опубликованных данных [42–47] и оценка
вторичной структуры БСА в комплексе с ДДП
Максимум Тип вторичной Доля вторичной структуры, %
поглощения, см−1 структуры БСА цис-ДДП/БСА транс-ДДП/БСА
1670–1690 β-поворот 8–10 8–10 9–11
1650–1660 α-спираль 63–68 52–57 45–50
1640–1650
неупорядоченный
5–7 8–14 5–7
клубок
1615–1640 β-листы 15–20 20–30 35–40
Присутствие цис- и транс-ДДП в растворе приводит к заметному изменению поло-
сы Амид I′, что хорошо согласуется с ранее опубликованными данными [13]. Доля α-
спиральных участков в молекуле БСА, соответствующая колебаниям полосы 1654 см−1,
уменьшается от ≈ 65% до ≈ 55 и 48% в комплексах с цис- и транс-ДДП соот-
ветственно. Снижение количества участков с α-спиральной конформацией сопровож-
дается увеличением количества β-структур, наблюдаемых в спектральном диапазоне
1615–1640 см−1, от 15–20% в нативном белке до 20–30% в его комплексах с цис-ДДП
и до 35–40% в комплексах транс-ДДП/БСА. Следует отметить, что вклад спектраль-
ных полос с максимумом в окрестности 1620 см−1 возрастает до 12–17% в комплек-
сах цис-ДДП/БСА и до 25–27% в транс-ДДП/БСА. Наблюдаемые изменения могут
быть связаны с усилением межмолекулярных взаимодействий в растворе, что объяс-
няет гетерогенность комплексов ДДП/БСА в условиях нативного электрофореза. Мы
полагаем, что изменения во вторичной структуре белка, индуцированные связыванием
с ДДП, облегчают/стабилизируют взаимодействия между молекулами БСА по сравне-
нию с молекулами белка, обладающими неизмененной нативной структурой [22]. Столь
сильные структурные изменения позволяют предположить, что значительная часть
белковых молекул (если не большинство из них) участвуют в межмолекулярных взаи-
модействиях.
Такое предположение подтверждается данными, полученными в более ранних рабо-
тах при хроматографическом анализе комплексов ДДП с сывороточным альбумином
человека (ЧСА) [14]. Эти эксперименты показали, что в условиях щадящего хромато-
графического разделения около 20% белка в составе комплексов цис-ДДП/ЧСАи около
80% в случае транс-ДДП/ЧСА находятся в растворе в виде димеров.
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Рис. 3. Разложение полосы Амид I′ для комплексов цис-ДДП/БСА (а–в) и транс-ДДП/БСА
(г–е) в D2O при различных молярных соотношениях [Pt]/[БСА] (r):
концентрация БСА в пробах составляла 25 мг/мл, pH = 7,4
На основании полученных нами результатов мы считаем, что подавляющее боль-
шинство наблюдаемых димеров стабилизируются слабыми белок-белковыми взаимо-
действиями, индуцированными связыванием ДДП, в то время как стабильных ко-
валентно сшитых комплексов не так много. С этой точки зрения, незначительное
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количество димеров, обнаруженных при электрофоретическом разделении, обусловле-
но тем, что слабо связанные между собой комплексы при миграции в геле относительно
легко диссоциируют.
В БСА очень мало функциональных групп (главным образом, метионины и цисте-
ины), которые способны образовывать сильные координационные связи с ДДП. Ра-
нее было показано [6, 11, 12, 15], что ДДП легко связывает атомы серы (в метио-
нине и Cys34) с образованием монофункциональных платиновых аддуктов в сыворо-
точных альбуминах. Однако не так легко сформировать бифункциональные аддукты,
т. е. межмолекулярные сшивки между отдельными молекулами белка. Чтобы пояс-
нить это, мы должны рассмотреть несколько факторов, влияющих на формирование
межмолекулярных сшивок. Первый из них — это доступность боковых цепей Met/Cys
для образования межмолекулярной сшивки. Хотя метионин и Cys34 в нативном БСА
доступны для связывания с ионами платины, все они расположены в гидрофобных по-
лостях достаточно глубоких, чтобы в них полностью уместилась (скрылась) молекула
ДДП (PDB 4F5S). Таким образом, чтобы монофункциональные платиновые аддукты
стали доступными для межмолекулярных взаимодействий, необходимо существенно
нарушить локальную структуру белка. Кроме того, в соответствии с данными ЯМР
и масс-спектрометрии [12, 14], в состоянии, когда молекула ДДП связана с остатками
метионина, вторая стадия акватации (активации второго лиганда) протекает крайне
медленно (если вообще происходит), что делает маловероятным возможность образо-
вания межмолекулярных сшивок.
Ещё одним фактором, ограничивающим формирование сшивок, является необхо-
димость наличия второго свободного атома серы в случае избытка ДДП в среде. Так
как первый этап гидратации ДДП идет гораздо быстрее, чем второй, то к тому време-
ни, когда происходит замещение второго хлорид-иона на молекулу воды большинство
лигандов серы уже участвуют во взаимодействии с другими молекулами ДДП. Сле-
довательно, вероятность межмолекулярного взаимодействия посредством образования
второй координационной связи относительно низкая по сравнению с вероятностью сла-
бых взаимодействий молекул БСА. Исходя из того, что концентрация БСА в образцах
для ИК-спектров на два порядка выше, чем для электрофоретического анализа, веро-
ятность межмолекулярных контактов в этих пробах также значительно выше. Таким
образом, мы полагаем, что белок-белковые взаимодействия, индуцированные присут-
ствием ДДП, являются обратимыми, и именно они приводят к образованию большого
числа димеров в комплексах ДДП/БСА.
Заключение. В своей работе мы показали, что в присутствии дихлородиаммин-
платины(II) в растворах БСА образуются относительно непрочные межмолекулярные
комплексы. По всей видимости, в растворе БСА ДДП индуцирует формирование ди-
меров не столько путём формирования прямых межмолекулярных сшивок, сколько за
счёт влияния на этот процесс взаимодействий между молекулами самого белка. На
основании полученных данных мы можем предположить, что в системе ДДП/БСА
происходит изменение вторичной структуры белка, индуцированное его связыванием
с ДДП. Хотя оба изомера ДДП способствуют образованию димеров БСА, наблюдаемый
эффект в присутствии транс-ДДП значительно сильнее по сравнению с цис-изомером.
Полученные результаты показывают, что при обсуждении механизмов функционирова-
ния сывороточных альбуминов важно учитывать наличие равновесных белковых ком-
плексов.
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